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摘  要 
 
    花生(peanut)具有较高的营养价值 是一种廉价的植物蛋白质源
花生中含有约 30 % 的蛋白质 因此是生产口服基因工程疫苗的理想载体





受体系统 比较 泉花一号 汕油 鄂花四号 7868 四个花生
栽培品种的半胚 小叶 胚轴等不同外植体的发芽率和发芽数 结果表
明半胚最优 其次为胚轴和小叶 四个品种中又以 鄂花四号 的半胚
发芽率和发芽数最高 可达 93.5 % 和 9-10 个芽  
植物表达载体的构建 将乙肝表面抗原(HBsAg)基因插入植物双元表达载
体 pCAMBIA1301 中 采用花椰菜花叶病毒 CaMV 35s 启动子 Tnos
为终止子 以 gus 基因为报告基因 植物抗性基因为 hyg 基因  
转化系统 对农杆菌转化条件的比较发现 菌株 共培养时间 共培养
条件等均对转化有较显著的影响 对 3个菌株 LBA4404 AGL1 EHA105
浸染力比较中发现 用 EHA105 浸染花生的转化效率最高 另在提高细胞
感受态方面 在菌液和共培养基中加入 0.2 mol/L CaCl2 共培养时间由
常规的 2-3d 增加至 5d 可有效的提高转化效率  
转化体获得 选择筛选剂及确立基础抗性时 发现花生半胚对潮霉素比
卡那霉素敏感 在潮霉素浓度为 20 mg/L 时就可以完全抑制芽的分化
转化植株的筛选时 比较了间歇加压法和持续加压法 通过间歇式加压
法从 46 个外植体中得到 5 株抗性体 但均未见报告基因(gus)表达 假
阳性率高达 100 % 经持续式加压法从 85 个外植体中得到 3株抗性体
其中 2 株有 gus 基因表达 因此最终选择持续加压法进行筛选 从花生
鄂花四号 成熟胚 120 颗中 利用半胚诱导 持续加压最终获得 3 个














转化体外源基因整合 表达的检测 对获得的转化植株 经 PCR PCR
Southern 杂交和点杂交,证实目的基因已整合到花生基因组中 ELISA 检
测表明花生中表达的乙型肝炎表面抗原具有良好的活性 并初步定量计
算出花生小芽中 HBsAg 蛋白含量分别约为 1.27 10
-7g/g 2.4 10-7g/g
和 1.21 10-7g/g 鲜重  
免疫原性检测 取 HBsAg 表达量较高的植株 P2的叶片经诱导愈伤 高压
筛选扩繁出大量愈伤组织 分别以蛋白粗提液和部分纯化的重组蛋白
肌肉注射初免一次的小鼠 抗体均有明显的上升趋势 表明转基因植株
中表达的重组 HBsAg 具有良好的免疫原性 取同样的转化愈伤组织 每
天饲喂已免疫过而抗体下降至 0.025 HBsAb ELISA OD 值 的 Balb/c
小鼠 在第 5周出现抗体回升 第 7周抗体 OD 值升至 3.54 而饲喂未经
初免的小鼠 直至第 7 周仍未见明显抗体产生 这些结果表明转基因植
株经口服可以诱导回忆性抗体产生 而目前的表达量尚不足以作为初免
疫苗  
    本研究首次将花生半胚作为转化受体用于花生遗传转化 并表明了
其相对于常规胚轴和子叶具有一定的优势 在此基础上优化了农杆菌介



















Peanut has high nutritious value, and also is a low-cost source of protein. There 
is about 30 % protein in peanut .Thus it is one of the ideal vector in oral vaccine of 
transgenic plant. In this study, through research of transforming HBsAg into peanut,  
we have set up a transformed system of peanut, and limi ted experiments with mice 
show that the recombinant HBsAg from transformed peanut has good 
immunogenecity. These results indicated the feasibility of transgenic peanut as oral 
vaccine, and provided some indexes for the production of large-scale, low-cost 
vaccine using transgenic peanut. 
Acceptor system  Rate of caespitoso bud production and number of regenerate bud 
were compared among different explants(half-embryo,lillter leaf and radical) and 
different breeds(“Quanhua No 1”,”Shanyou”,“e hua No 4” and “7868”). The results 
showed that half-embryo is better than the little leaf and the radicel, and the 
half-embryo of breed “e hua No 4” is best, whose caespitoso bud rate is as high as 
93.5%, and can get 9 to 10 regenerated buds per explant.  
Construction of plant expressed vector   Hepatitis B surface antigen (HBsAg) 
gene was inserted into plant expressing plasmid pCAMBIA1301 under the control of 
the CaMV 35s promoter and nos terminator, gus gene is also included in this vector 
as reporter gene, and the selectable maker gene for the vector is neomycin 
phosphotransferase gene. 
Transformed system  Strains of Agrobacterium tumefaciens, time of co-culture 
and condition of co-culture can make great effect on transformation. Among three 
Agrobacterium tumefaciens strains, LBA404, AGL and EHA105, the half-embryo is 
the most sensible to EHA105. It is an adaptable pathway to prolong the co-culture 
time from two days to five days and addition of 0.2M CaCl2. 
Obtained and detection of transformed plant  Result of basic fastness of half 
embryo to Kan and Hyg show that the Hyg was more efficient for selecting 
transformants than Kanawha. Only with 20 mg/L of Hyg, the growth of bud would 
be restrained. Two screen means, the discontinuous stress selection and continuous 
stress selection, were compared. From 46 explants, five buds were survived under 
discontinuous stress of Hyg, but the reporter marker (gus) could not be detected from 














continuous stress of Hyg, and the reporter marker (gus) could be detected from two 
of them, so the continuous stress method was chosen to screen transformed plant.  
From 120 half-embryo of “e’hua No 4” peanut, three transformed plants were 
obtained at last after co-culture with Agrobacterium tumefaciences EHA105 
(including the p1301HBs) and hygromycin selection. 
Foreign gene integrated and express analysis of transformed plant  The 
presence and integration of foreign DNA in transgenic peanut was confirmed by 
hygromycin resistance, GUS detection, polymerase chain reaction (PCR), 
PCR-southern blot and genomic dot blot analysis. The immunoactivity of 
recombinant HBsAg (rHBsAg) was shown by ELISA. The amount of rHBsAg in 
transgenic bud of peanut is about 1.27 10-7g 2.4 10-7g and 1.21 10-7g per g 
fresh weight respectively. 
Immunogenicity of HBsAg  A great deal of regenerated callas were obtained from 
leaf of a transgenic plant. Immunogenicity of rHBsAg derived from transgenic 
peanut callus was confirmed by muscle injection of raw protein extraction and 
purified protein extraction from transformed callus, and oral feed of transformed 
callus to pre-vaccine Balb/c mice with commercial HBV vaccine. Special antibody to 
HBsAg were boosted in all the cases.  
In our study, half-embryo was used as the acceptor of peanut transformation for 
the first time. The results proved superiority of half- embryo compared with radicel 
and little leaf. After optimizing the transformative procedures, the HBsAg was 
transformed into peanut and the expression and immunoactivity of the rHBsAg were 
also confirmed. The feasible of peanut as oral vaccine is also proved, which provided 
a basic confidence for developing a practical transgenic peanut oral vaccine. 
 
























子来改变脂肪酸组织组成和含量 改进花生品质 延长保存时间 目前花生
基因工程的大量工作仍限在美 英 澳等发达国家 国内仅有少数单位开展











创造出许多具有抗逆 高产 优产等优良性状的全新品种 近年来 植物基
因工程又发展到了一个新阶段 人们已不满足于植物仅仅作为食品 饲料等
的常规用途 还要利用植物来生产药物 工业原料等全新产品 一棵转基因
植物就是一个植物生物反应器 它具有无污染 可持续发展的特点 另外某
些植物可直接食用 可用于生产口服药物 如一些疫苗 达到预防和治疗的
目的 外源蛋白在植物中表达后一般比较稳定 方便了产品的储藏和运输
对于许多医疗设施不完备 医护人员缺乏的贫穷国家 这一点尤为重要 所
以 植物生物反应器具有非常广泛的应用前景  














1 . 1 . 1  转基因植物研究和应用成果 
1983年 世界上诞生了第一株转基因植物( Zambrysk 1983) 自此以后
人类利用基因工程技术培育新型作物的热潮席卷全球 美国至今已批准进入
大田试验的转基因植物就有近 50种 其中包括小麦 玉米 水稻 大豆 棉
花等重要的粮 油和纤维作物 以及蔬菜 水果 牧草和花卉 转基因农作 
物产品自 1995 年开始商业化栽培以来( Chen, F.C.2000) 到现在已经有 30
多种产品得到了相关国家的安全评价 其中 以不受除草剂影响以及抗病虫
害性强的大豆 玉米 菜子 棉花 烟草最受人们关注 此外 还有保鲜力
强的西红柿等蔬菜 以及保鲜好 不变色的康乃馨花卉等等 据报道 美国
1996 年转基因农产品的收入为 8000 万美元 而 1998 年则增加到 4.35 亿美元
2000 年在转基因农产品中 大豆中约占 55% 玉米中约占 33% 棉花中约占
55% 另外 加拿大的菜子 巴西 阿根廷的大豆在转基因技术方面也进展迅
速 据美国最大的生物技术公司 Monsanto 公司的报告 今年世界的转基因农
作物的种植面积还将会增加 40%以上 其中主要的增长国家是中国 阿根廷
葡萄牙 罗马尼亚以及乌克兰等 其它发达国家近些年也不断有出色的转基




方面 也取得了令人瞩目的成绩 例如 成功地将 B.t 引入玉米 得到抗虫
能力达 80 以上的抗虫玉米品系(王国英 1995) 筛选出了抗青枯病的转基
因马铃薯 转基因抗病小麦也已进入了大田试验 转基因植物所具备的 品
质 是根据人类的需要而制定的 如高产 优质 抗病虫 耐严寒 抗高温
耐盐碱 抗倒伏 抗除草剂 提高某些成分的含量等 因此 所培育出的转
基因植物 无论是粮食作物 经济作物 还是花卉 药材等 都能极大地满
足人们的某些需要 丰富了生物多样性 从而会创造出巨大的经济效益和社
会效益  

















已在 92 个属中的 132 个种获得转基因再生植物  
近年来 转基因再生植物的研究呈以下特点(肖栓锁,1999) 1 在过去





程创造的农作物新品种在生产中使用 3 刚进行转基因植物研究时 为试
验外源基因转入和表达的可能性 转入的外源基因是报告基因 reporter 
gene 和选择标记基因(selectable marker gene) 随着基因工程技术的发
展 越来越多的 具有实用价值的基因如抗性基因 控制植物体内有用成分
的基因等被转入并得到表达 这使农作物的改良进入了另一个里程碑 4
随着植物基因工程技术的发展 以前认为很难进行基因工程操作的植物如多
年生木本植物 单子叶植物 裸子植物现已成功地被转化和再生  
1 . 1 . 3  转基因技术的进展 
现在 在经常使用的转基因技术中 农杆菌介导的转化使用得最多 微
弹轰击法 电穿孔法的使用亦越来越多 几种新的转基因技术已建立 但其
可靠性尚需更多的实验证实  
1.1.3.1 农杆菌法 Agrobacterium-mediated trans-formation                
   1974 年 人们发现根癌农杆菌在感染植物时 可将其中环状的 Ti 质粒上
的一段 DNA 插入植物基因组中 引起植物遗传特性的变化 从此 人们开始
尝试利用这种天然的载体系统 将外源基因导入植物细胞 并利用植物细胞
的全能性 借助于细胞培养或组织培养技术 使转化细胞再生成完整的转基
因植株 从而实现外源基因对植物的遗传转化 1983 年获得了第一例转基因
植物(Zambryski P,1983),1985年 Horsh等人首创叶盘转化法 使得转化过

















物 然而 近年来 由于在载体系统和转化方法研究上的进展 农杆菌已在
转化水稻 玉米 小麦 石刁柏等单子叶植物上取得了成功(Chen 
M,1993;Ishicla Y,1996;Cheng M,1997;Mahalkshmi A1995;陶余敏 1992)
农杆菌介导的基因转化机理:农杆菌是一种革兰氏阴性土壤杆菌 现已发现
与植物基因转化有关的有两种类型 一为根癌农杆菌 Agrobacteriym 
tumefaciens 它含有 Ti质粒 能诱导被侵染的植物细胞形成肿瘤 即诱发
冠瘿瘤 二为发根农杆菌 Agrobacterium rhizogenes 它含有 Ri 质粒
能够诱导被侵染的植物细胞产生毛发状根 Ti质粒 包括Ri质粒 上有一段
转移 DNA transfer DNA,又称 T DNA 在农杆菌侵染植物时 这段 DNA 可
以插入到植物基因组中 使其携带的基因在植物中得以表达 由于T DNA能
够进行高频率的转移 而且 Ti 质粒和 Ri 质粒上可插入大到 50 Kb 的外源基
因 因此 Ti 质粒和 Ri 质粒就成为植物基因转化的理想载体系统 T DNA
转移是指Ti 或 Ri 质粒上的转移 DNA被加工 切割 复制 越过细菌膜以
及进入植物细胞并整合到植物基因组的全过程 植物基因转化必须有Ti质粒
上T DNA和 Vir基因即毒性区两部分的参与 目前 在植物基因转化中应用
最多的Ti质粒载体系统有共整合载体系统和双元载体系统 共整合载体是指
Ti 质粒上编码致瘤基因的序列被一段 pBR322  DNA 所取代 带外源基因的
pBR322衍生中间载体由大肠杆菌转入农杆菌后 二者相同的 pBR322序列发生




基因的Ti衍生质粒 如pGV2260 近年来 科学家又构建出了一种超级双元




















化效率 如芸苔属作物 (4) 可再生细胞部位与转化感受态细胞部位不一致
导致假转化体的出现和转化效率降低  
1.1.3.2 微弹轰击法 Particle bombardment  
此法也称基因枪法 最近发展很快 其转化原理是利用一定驱动力将包




类型 美国康奈尔大学 Sanford等于1987年首先发明了火药式 Gunpowder










已利用该法获得了大豆 棉花 菜豆及水稻等作物的转基因植株 Bower R, 
Elliott RA and Potier BAM, 1996 Christou P., 1995. Gambley RI., Bryant 















乱 影响到目的基因的稳定表达和转化体的筛选  
   除上述两种方法外 近几年陆续报道了一些通过其他方法把外源基因直接
导入植物体 例如 PEG法 电穿孔法 吸胀法 脂质体法 微注射法 震荡
法 激光法等成功的应用于植物的转化  




转基因植物的氯霉素乙酰转移酶 即测定抗氯霉素基因 cat 的表达 定
量测定高等植物单个细胞中的新霉素磷酸转移酶 II (NPT II) 以电子显微镜
或X-射线对GUS活性的定位 减少植物体内源GUS活性对测定转基因植物的
GUS 活性的干扰 (Alwin,A.,1992 Kosugi,S.,1990)  
链霉素抗性 壮观霉素抗性 帕洛霉素抗性基因特别适合用于某些植物
的基因工程 作为转基因植物的选择标记基因效率较高 (Schroeder,M.1994
Mckhamedshin,E K.1991) 抗除草剂基因如 bar基因 抗除草剂 bialaphos
即 PAT phosphinothricin acetyltransferase 基因 抗除草剂硫脲和氯
硫脲的 ALS acetolactate synthase 基因越来越多地作为选择标记基因使
用 因为在选择性培养基中加入极少的 bialaphos 硫脲或氯硫脲 10 nM
即可 有利于分化再生植株 (Herre,C.1993) 来源于长春花的色氨酸脱羧酶
Tryptophane decarboxylase 基因(TDC 基因)和二氢叶酸还原酶
(dihyrofolate reductase DHFR )基因 分别抗 4-甲基色氨酸(4-MT)和氨
甲喋呤(MTX) 已在烟草和玉米的转化中作为选择标记基因使用 相应地在选
择培养基中加入低浓度 0.1 ìM 的4-MT或MTX 就可达到目的(Goddijn,O J.M. 
1993) 能把萘乙酰胺(NAM)转化成萘乙酸 NAA 的 Aux II 基因 胞嘧啶脱
氨酶(cytosine deaminase CoDa )基因和抗新霉素磷酸转移酶 II anti-NPT 




















一进展使得连续地 非破坏性地监测基因的表达 信号的传递 病原的转染
细胞的转化 蛋白质的运动路线和定位 蛋白质与蛋白质的相互作用 细胞
分离和纯化 细胞谱系成为可能 对生物学的很多领域将产生重大的影响  
1 . 2  转基因植物口服疫苗研究进展 
自从 Curtiss R. I.等在1990年首次报道利用转基因烟草生产转基因植物口
服疫苗以来 越来越多的植物学家和医学分子生物学家投入到这一富于前景
和魅力的领域中来 并取得了许多突破性的进展 至今已报道的有 乙型肝
炎表面抗原 HBsAg 大肠杆菌不耐热肠毒素 B亚基 LT-B 链球菌属突
变株表面蛋白 SpaA 等十多种疫苗  
1 . 2 . 1  植物疫苗的表达方法 
目前用作疫苗生产的植物表达系统有三种 第一 稳定的整合表达系统即
外源基因稳定地整合在基因组上 如根癌农杆菌介导外源 DNA的转化或直接导
入 Fullner K J,1996 其优越性在于 通过无性繁殖或有性繁殖可获得大
量转基因植物的后代 并且能够产生多基因复合疫苗产 使用稳定的基因组整
合技术转化植物细胞 现已获得转基因马铃薯 烟草和番茄 第二 瞬时表达
系统 这是以病毒为载体的表达系统(Turpen T.H. 1995) 由于每个寄主植
株都要接种病毒载体 所以瞬时表达不易起始 但能获得高产量的外源蛋白质
第三 叶绿体转化 1998年 Boynton等首次成功地用野生型的叶绿体 DNA转
化了单细胞生物衣藻的突变体 证明植物叶绿体基因组是可以转化的(Boynton 
JE, 1998) 随后一系列的研究结果表明 外源基因可以在叶绿体中得到稳定
表达 叶绿体作为外源基因转化的受体具有诸多的优势(Mcbride KE, 1998)
1 便于外源基因定位整合 2 基因为多拷贝 表达量高 3 导入的外
源基因性状稳定性高 安全性好 4 能直接表达原核基因  
















有害健康的生物碱 不易纯化成可食的疫苗 马铃薯不宜生食 加热可使蛋
白质变性 造成疫苗的失活或活性降低 转基因番茄可表达狂犬病病毒糖蛋
白 但其生物活性的详细分析还未见报道 针对疫苗的生产 有人瞄准了香
蕉 它是世界上排列第四的水果 在很多发展中国家有广泛的种植 小至婴
幼儿都可食用 香蕉可以被转化 最近又发现果肉特异性启动子可以使外源
基因在香蕉中特异表达(Clendennen,S.K. 1997) 但番茄和香蕉的果实中蛋
白含量很低 这就限制了外源基因表达的含量 与之相比 一些产种子的植
物如玉米 大豆 花生等含有较高的蛋白质并且能够高水平的表达外源基因
(Hood,E E, 1997) 这些种子还可以储存一段时期 有的且可生食 所以它
们可能成为生产口服疫苗的理想受体  




主要成分 Mason等(Mason.H S, 1992)首次报道了转基因植物乙型肝炎疫苗的
研究结果 他们将编码 HBsAg的基因转入烟草并获得了表达 在烟草叶片的提
取液中 检测到了HBsAg及其特异性 m RNA 以蔗糖/氯化铯密度梯度离心 电
镜下观察证明这种重组 HBsAg 形成 22nm 的球形颗粒 与来自病人血清中的天




疫 提示转基因植物中表达的 HBsAg具有正确的 B细胞以及 T细胞表位( Liz 
J.Richter, 2000) Kapusta( Kapusta H,A 1999)等人将HBsAg基因引入羽扇豆及
莴苣中得到整合表达 用转基因羽扇豆喂养小鼠 产生了HBV特异性抗体 生
















毒特异性抗体 通常这一滴度足以对人体产生保护作用  
1.2.3.2 转基因植物表达狂犬疫苗 
McGarvery 等( McGarvery P.B, 1995)在转基因番茄中表达了狂犬病毒
RV 糖蛋白 植物积累的低水平蛋白能与中和性单克隆抗体结合 转基因
植物表达的重组RV蛋白具有与天然蛋白类似的糖链 表明转基因植物可以对
外源重组蛋白进行翻译后糖基化修饰 Yusibov 等( Yusibov V, 1997)用 RV 糖
蛋白多肽与植物病毒衣壳蛋白融合的植物疫苗注射小鼠能诱导产生出中和抗
体 另外此融合蛋白作为口服疫苗能有效刺激小鼠产生保护性免疫以抵抗减
毒 RV 株 ( Modelska A, 1998)  
1.2.3.3 转基因植物表达不耐热毒素疫苗 
肠致病性大肠杆菌 ETEC 能分泌一种不耐热肠毒素(LT) LT 含有 A和
B两种亚基 其中B亚基(LT-B)能和肠粘膜细胞表面的神经节苷脂结合 促进
肠液分泌 引起腹泻 抗 LT-B 抗体能阻断 LT-B 和神经节苷脂的结合 减轻
腹泻 1992年 Mason等(Mason HS, 1997)将编码 LT-B的基因分别转入烟草和
马铃薯中 并用ELISA法在烟草和马铃薯块茎的提取物中检测到了 LT-B的表
达 同时用免疫沉淀技术在转基因烟草叶片的提取物中证实了 LT-B的存在
Lauterslager 等( T.G.M. Lauterslager 2001)的转基因马铃薯块茎中表达的
LT-B 达 13 �g/g 鲜重 以其块茎提取物皮下注射小鼠 在血清中检测到高滴
度抗体 和大肠杆菌表达的重组 LT-B同样具有较强的免疫原性 未经初免和
经皮下注射块茎提取物初免疫的小鼠 分别每天饲喂 5 g 新鲜块茎组织 相
当与 65 �L LT-B 或是管胃 0.4 mL 块茎提取物 相当于 2 g LT-B ,结
果表明不管是直接饲喂还是灌胃 只有在初免过的小鼠血清中才能检测出抗
LT 的 IgA 抗体 灌胃的效果较饲喂的好  
1.2.3.4 转基因植物表达霍乱毒素疫苗 
霍乱毒素 B 亚基(CT-B)也是和肠道粘膜细胞表面特异的神经节苷脂结合
















铃薯口服疫苗诱导的特异性抗体可以中和 CT 的毒性 用 CT 接种经转基因马




诺沃克病毒 NV 外壳蛋白可在马铃薯叶片中表达 并组装成病毒样颗粒
VLPs VLPs可耐受肠道内的酸性环境 比自由的亚基更加稳定 并且具有
较强的免疫原性 用从烟草提取的NV VLPs或直接用转基因马铃薯饲喂小鼠
都诱导产生了粘膜抗体和血清抗体( Mason HS, 1996) Huang 等( Z.Huang, 
2001)在烟草中表达了麻疹病毒 MV H蛋白 用其植物组织提取物皮下注射
或直接饲喂小鼠 在小鼠血清中都检测到 MV特异性抗体 口蹄疫病毒 FMDV
外壳蛋白(VP1)已在拟南芥菜中表达( Carrillo C, 1998,)  
1 . 2 . 4  转基因植物疫苗人体临床试验 
转基因植物疫苗的第一例临床试验在1997年得到美国食品医药管理局批
准(Tacket CO,1998) 研究人员将LT-B基因导入马铃薯中表达 并将转基因
马铃薯不同株系的块茎切成小块 混匀后分成 50 100 g/份 以消除不同转
基因株系表达量不同而带来的影响 14名自愿者被分成两组 实验组11名生
吃转基因马铃薯 对照组 3 名生吃非转基因马铃薯 在吃之前及消化吸收过
程中的多个时间取血清及粪便检测其中的 LT-B 特异抗体 发现实验组 11 人
中有10个体内抗 LT-B抗体有显著升高 而对照组均没有检测到LT-B特异抗
体 经转基因马铃薯口服免疫后血清中LT-B特异抗体水平与经致病性大肠杆
菌 毒力滴度为106 攻击后的自愿者血清抗体水平相似 该试验表明 LT-B
转马铃薯口服疫苗能够经受消化并诱导人体产生免疫反应(Tacket CO,1994)  
现在 转乙型肝炎表面抗原基因的马铃薯口服疫苗在进行 I/II期临床试
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